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RESUMEN

Escherichia coli y Staphylococcus aureus son dos patdgenos bacterianos
causantes de una gran variedad de enfermedades infecciosas en animales; para
su tratamiento se aplican una gama de antibioticos sin restricciones, 10 que ha
conllevado al desarrollo de resistencia antimicrobiana. El objeto de estudio es
evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del propoleo en el control de E. coliy S.
aureus. Se aplico el método colorimétrico con el reactivo Folin-Ciocalteu para la
determinacion de los compuestos polifenolicos presentes en el propodleo. La
susceptibilidad de las bacterias estudiadas se midi6é con una regla milimetrada para
la determinacion del diametro de los halos de inhibicidn expresados en mm. Se
obtuvo un contenido de polifenoles totales de 398.79 + 8.91 mg EAG.100 g*
propéleo y de flavonoides totales 282.20 + 5.50 mg EQ.100 g* propdleo. Se
evidencidé que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre los tratamientos, a
medida que se incrementa la concentracion de los extractos de propdleo el valor
del halo de inhibicion fue mayor, este comportamiento se observo para ambos
microorganismos. Los resultados del presente trabajo confirman la alta efectividad
de los extractos de propdleo sobre las bacterias investigadas, sin embargo, se
observa una mayor actividad bactericida en el control del S. aureus en comparacion
con E. coli. Se evidencio la excelente actividad antimicrobiana de los extractos de
propéleos a las diferentes concentraciones ensayadas, en el control del desarrollo
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, bacterias patogénicas de gran
importancia en la salud animal.

PALABRAS CLAVE: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, extractos de
propéleo, actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

Escherichia coli and Staphylococcus aureus are two bacterial pathogens that cause
a wide variety of infectious diseases in animals; a range of antibiotics are applied
without restrictions for their treatment, which has led to the development of
antimicrobial resistance. The purpose of the study was to evaluate the in vitro
antimicrobial activity of propolis in the control of E. coli and S. aureus. The
colorimetric method was applied with the Folin-Ciocalteu reagent for the
determination of polyphenolic compounds present in propolis. The susceptibility of
the bacteria studied was measured with a millimeter ruler for the determination of
the diameter of the inhibition halos expressed in mm. A total polyphenol content of
398.79 + 8.91 mg EAG.100 g propolis and total flavonoids content of 282.20 + 5.50
mg EQ.100 g propolis were obtained. It was evidenced that there are significant
differences (p< 0.05) between treatments, as the concentration of propolis extracts
increases the value of the inhibition halo was higher, this behavior was observed for
both microorganisms. The results of the present work confirm the high effectiveness
of propolis extracts on the bacteria investigated; however, a higher bactericidal
activity was observed in the control of S. aureus in comparison with E. coli. The
excellent antimicrobial activity of propolis extracts at the different concentrations
tested was evidenced in the control of the development of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, pathogenic bacteria of great importance in animal health.

KEY WORDS: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, propolis extracts,
antimicrobial activity.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Escherichia coli y Staphylococcus aureus son dos patdgenos bacterianos
causantes de una gran variedad de enfermedades infecciosas en animales, los
principales mecanismos patogénicos incluyen la produccion de toxinas, que puede
provocar dafio severo en el revestimiento intestinal, y causar diarreas agudas, y
desencadenar respuestas inflamatorias a nivel de piel (Moredo y Carriquiriborde,
2019).

Se ha descrito la amplia variedad de enfermedades causadas por E. coli en ganado
porcino y bovino, tales como: colibacilosis en terneros, Infecciones del tracto
urinario  (ITU), septicemia, especialmente en animales joévenes o
inmunocomprometidos (Moredo, 2019). Asi mismo, S. aureus es la principal
responsable de la mastitis bovina, lo que resulta en la disminucién de la produccion
y de la calidad de la leche; también causa abscesos superficiales y en casos graves
provoca infecciones como celulitis o foliculitis, que generan inflamacion,
enrojecimiento, dolor y supuracion en la piel. Por otra parte, en aves de corral puede
causar infecciones en las articulaciones (artritis) y los huesos (osteomielitis); en
cerdos Epidermitis exudativa, causando pérdidas importantes en la produccion
(Stanchi, 2019).

Generalmente, para el control y tratamiento de estas enfermedades se aplica una
gama de antibidticos sin restricciones, lo que ha conllevado al desarrollo de
resistencia antimicrobiana a estos productos (disminucion de la susceptibilidad).
Por lo tanto, el uso excesivo de estos compuestos genera efectos negativos para
la salud animal, y como consecuencia, repercute en la salud publica, incluso genera

un impacto ambiental.

Se haincentivado el uso de compuestos antimicrobianos alternativos para disminuir
los efectos colaterales en la salud publica; el propdleo, es una sustancia presente
en arboles y arbustos silvestres que las abejas extraen con el fin de construir
barreras impermeables que impiden el ataque de insectos y/o el ingreso de

microorganismos (Bankova et al. 2019); este producto natural rico en fenoles exhibe



propiedades antimicrobianas en afecciones de la piel (Ulceras, abscesos,
furdnculos, heridas, dermatitis y eczemas), y bucales, (antiinflamatorio y
cicatrizante) (Al et al. 2018; Pasupuleti et al. 2017).

Los compuestos polifendlicos se caracterizan por poseer en su estructura molecular
un grupo fenol, anillo aromético unido a un grupo hidroxilo, y son los responsables
de la actividad antimicrobiana de varios productos organicos (Martinez et al., 2023;
Shixia et al., 2020). Se ha descrito que los flavonoides (polifenoles) presentes en el
propéleo son los principios activos que le confieren propiedades bactericidas
(Rodriguez et al., 2020; Pobiega et al., 2019; Moncayo et al., 2018; Akca et al.,
2016; Samara et al., 2011).

Por lo anteriormente descrito, se plantea la siguiente interrogante: ¢ El propoleo
tendra efecto bactericida en el control in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus?
1.2. JUSTIFICACION

Se ha evidenciado que el propéleo tiene efecto antimicrobiano, ejerce eficaz accion
sobre un grupo de bacterias y hongos patogénicos (Pobiega et al., 2019; Moncayo-
Lujan et al., 2018; Balouiri et al., 2016; Samara et al., 2011). Por lo tanto, estas
propiedades lo convierten en una opcion prometedora para el control de infecciones
bacterianas tanto en animales como en humanos, lo cual surge como una
alternativa vélida de su uso, fundamentados en la disminucion del riesgo de
desarrollo de resistencia bacteriana, un problema creciente en el uso de antibiéticos

convencionales.

Adicionalmente, el propéleo también puede proporcionar otros beneficios para el
bienestar animal, promover la cicatrizacion de heridas, disminuir el riesgo de
enfermedades bucales, actuar como antiinflamatorio, antiparasitario y anti-ulceroso
(Al et al. 2018; Pasupuleti et al. 2017), y ser fuente de compuestos con actividad
biolégica y de antioxidantes, que potencian los beneficios para la salud
fortaleciendo el sistema inmunolégico (Pasupuleti et al., 2017; Hernandez et
al.,2017; Laskar et al., 2010).



Por otra parte, esta investigacion tiene un impacto novedoso, debido a que la
Organizacion Mundial de las Salud publica el listado prioritario de bacterias
farmaco-resistentes de gran peligrosidad para la salud humana, entre las cuales
destacan Eschericha coli O157:H7 productora de la toxina Shiga y Staphylococcus
aureus, (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2024), por lo tanto, es imperativo
el desarrollo de investigaciones que contribuyan a prevenir, disminuir y controlar la

resistencia de estas bacterias a los antimicrobianos.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del propéleo en el control de Escherichia

coli y Staphylococcus aureus.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el contenido de polifenoles totales y flavonoides totales en los extractos

etandlicos de propoleo.

Valorar el grado de susceptibilidad de Escherichia coli y Staphylococcus aureus a

los extractos de propodleo a diferentes concentraciones (350 uL, 450 pyL y 550 uL).

Evaluar el grado de susceptibilidad de Escherichia coli y Staphylococcus aureus a
los extractos de propdleo alas 24 h, 48 hy 72 h.

1.4. HIPOTESIS

Los extractos de propdleo presentan excelente actividad antimicrobiana sobre las
bacterias patdgenas Escherichia coli y Staphylococcus aureus inhibiendo su

crecimiento.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PROPOLEO

El propdleo es una sustancia presente en arboles y arbustos silvestres, que poseen
gran cantidad de resinas, ceras, aceites esenciales y elementos insolubles que las
abejas extraen con el fin de construir barreras impermeables para la colmena (tapon
hermético) que impiden el ataque de insectos y el ingreso de microorganismo

principalmente bacterias (Agropedia, 2022).

El mecanismo de recoleccion del propdleo y de su descarga dentro de la colmena,
muestra la organizacion y disciplina en la colmena, el proceso comienza en el
momento en el que la abeja encuentra el propdleo en el brote y lo desprende
valiéndose de sus mandibulas y sus patas, en tiempo de frio, la resina se encuentra
mas dura y la recoleccién se vuelve mas dificil para la abeja, aqui es cuando la
abeja utiliza sus glandulas mandibulares para lograr el ablandamiento del mismo
(Agropedia, 2022).

Las abejas emplean el propéleo con diversos fines, principalmente lo usan para
tapar las fisuras y quebraduras de la colmena, embalsamar animales muerto en el
interior de la colmena, con la finalidad de aislarlo, ante la dificultad que supondria
sacarlo debido a su tamafio, pegar las partes méviles de la colmena, y cubrir los
panales antes de la puesta de los huevos, por parte de la reina, con vistas a una

desinfeccién de la zona (Noriega 2014).
2.1.1. COMPOSICION

Noriega (2014) indica que los analisis del prop6leo muestran que contiene
elementos muy interesantes, principalmente flavonoides, fenoles, algunos
elementos de traza y algunos acidos potentes, los cuales tienen gran poder
restaurador en el organismo humano o el animal. Su composicién es sumamente

compleja:



Tabla 2.1. Componentes del propéleo

Componentes del Propdleo Valores en % Contenido
Resinas y balsamos 50-55 Flavonoides, acidos fendlicos y ésteres
Cera de abeja 30-40 Acidos grasos de cadena larga
Aceites esenciales De5a10 Aceites volatiles
Polen 5 Proteinas

14 trazas de minerales, Fe y Zn (Mas comunes),
5 cetona, lactonas, quinonas, esteroides, acido
benzoico, vitaminas, azucares

Materiales diversos y compuestos
organicos

Fuente: Noriega (2014).
Por lo consiguiente, Rodriguez et al., (2020) detalla lo siguiente con respecto a su

composicién de acidos organicos:

a) Acido benzoico y acido galico, acido fendlico: acido caseico, acido dinamico,

acido fenilito, acido insofenilico, acido p cumanirico.

b) Aldehidos aromaticos: vainillina, isovainillina

c) Cumarinas: esculetol, escopoletol

Por otro lado, Flavonoides, que a su vez se dividen en:

a) Flavonas: acacetina, crisina amarilla, pectolinarigenina, tectocrisina

b) Flavonoles: galangina, izalquina, kaemperido, quercetina, ramnocitrina
c) Flavononas: pinostrovina, sakuranetina

d) Flavononoles: pinobanksina

Los flavonoides presentan multiples funciones terapéuticas en el campo de la salud
veterinaria: potenciar la actividad del acido ascorbico (vitamina C), disminucion de
procesos inflamatorios, excelente propiedad antioxidante, incluso exhiben

propiedades anticancerigenas (Salamanca, 2017).
2.1.2. MINERALES

Cobre y manganeso son los minerales mayoritarios presentes en el propéleo con

niveles de 26.8 y 40 miligramos/kg. Adicionalmente, también se ha reportado los



elementos: aluminio, bario, bismuto, calcio, cobalto, cobre, cromo, estroncio, hierro,
manganeso, magnesio, niquel plata, silicio, vanadio y zinc en menor proporcion
(Rodriguez et al., 2020).

2.1.3. VITAMINAS

Se ha evidenciado que el propoleo contiene cantidades variables de las vitaminas
A, Bl, B2, B6, C, E, acido nicotinico, acido pantoténico, y se ha descartado la

presencia de albuminas, acidos nucleicos, lipidos y hormonas (Noriega, 2014).
2.1.4. APLICACION TERAPEUTICA DEL PROPOLEO

Se han descritos multiples aplicaciones terapéuticas del propoleo actia como
antiinflamatorio y bactericida en las afecciones de la piel, tales como: heridas
profundas, Ulceras, abscesos, furdnculos, heridas, dermatitis y eczemas; asi
mismo, se ha ensayado en el tratamiento de afecciones respiratorias,
gastrointestinales y nutricionales con excelentes resultados e incluso para el

fortalecimiento del sistema inmunolégico. (Wang et al., 2013).

2.1.5. APLICACIONES DEL PROPOLEO EN EL CAMPO
AGROPECUARIO

Se ha evidenciado el efecto inhibidor en el desarrollo y propagaciéon de
enfermedades transmitidas por virus a nivel agronémico, tales como necrosis del
tabaco y del mosaico del pepino, disminuyendo el nimero de lesiones en las hojas
infectadas y también inhibiendo la reproduccion del virus en toda la planta. En el
campo pecuario se ha demostrado su accion terapéutica en el tratamiento de fiebre
aftosa, necrosis bacilar, bronconeumonia, dispepsia toxica y paratifus (Salamanca-
Grosso, 2017).

2.2. METODOS DE RECOLECCION DEL PROPOLEOS
2.2.1. RASPADO DE LA COLMENA

Es el método mas sencillo, rapido y barato que emplea el apicultor para obtener

mayor cantidad de propdleos, el cual consiste en raspar aleatoriamente, con la



ayuda de una espétula, las paredes internas de la colmena, con la finalidad de
obtener el propéleos en forma de trozos; ademas de limpiar la colmena al término

de la estacion (Salamanca, 2017).
2.2.2. REJILLAS O MALLAS PLASTICAS

Son trampas comerciales que permiten obtener menor cantidad de propdleos en
comparacion con el método de raspado de la colmena, pero con muy pocas
impurezas, por lo que se considera de mejor calidad, este método consiste en
colocar ldminas de plastico con ranuras (1.6 mm) en la superficie de la colmena,
donde las abejas depositaran el propoleos para, posteriormente, someter la lamina
a bajas temperaturas haciendo que el propéleos se vuelva duro y quebradizo, de

tal manera que pueda retirarse por raspado (Noriega, 2014).
2.3. FENOLES

Las plantas producen una variedad de metabolitos secundarios que contienen un
grupo fenol, los cuales presentan un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico y
son solubles en solventes organicos, de acuerdo con su diversidad quimica los
fenoles cumplen funciones en la defensa de las plantas contra herbivoros o
patdgenos, otros son parte del soporte mecanico, en la atraccion de polinizadores
y en la reduccion del crecimiento de las plantas competidoras cercanas (Singleton
et al., 1999).

2.4. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES MEDIANTE EL
METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

El reactivo de Folin- Ciocalteau contiene molibdato y tungstato sédico, el cual
reacciona con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotlngstico; la transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico- fosfotlingstico en oxidos, los cromdgenos de color azul intenso, de
tungsteno (W8023) y molibdeno (M0o8023), siendo proporcional la cantidad de
grupos hidroxilos presentes a la intensidad del color azul, este compuesto puede
ser identificado y cuantificado por espectroscopia de UV-Vis debido a que puede

absorber a una longitud de 760 nm, ademas el contenido de fenoles totales



generalmente se expresa en equivalente de acido galico (Singleton et al., 1999).
Los disolventes mas utilizados son etanol absoluto, metanol, mezclas
hidroalcohdlicas (etanol o metano/agua) y glicerol, el tipo de disolvente dependera

de los componentes que se pretende extraer de la muestra (Singleton et al., 1999).
2.5. BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos unicelulares, son microscopicas Yy
generalmente tienen un tamafo que oscila entre 0.5 y 5 micrometros de longitud.
Pueden tener diversas formas, incluyendo esféricas (cocos), alargadas (bacilos) y
en forma de espiral (espirilos o espiroquetas) (Moredo y Carriquiriborde, 2019).
Adicionalmente, las bacterias son células procariotas, lo que significa que carecen
de nucleo definido y de organulos membranosos internos. Sin embargo, tienen una
estructura celular bésica que incluye una membrana plasmatica, citoplasma,
ribosomas, material genético (ADN) circular en un area llamada nucleoide y una
pared celular (Stanchi, 2019).

La composicion de la pared celular comiunmente incluye peptidoglicano, un
polimero de azlcares y amino&cidos que confiere resistencia a la presion osmética
y se reproducen principalmente por fisién binaria, un proceso en el que una célula
bacteriana se divide en dos células hijas genéticamente idénticas, lo que permite a
las bacterias crecer y multiplicarse rapidamente bajo condiciones favorables.
(Moredo y Carriquiriborde, 2019)

2.5.1. Escherichia coli

Es una bacteria habitual en el tracto gastrointestinal de los animales y humanos,
causan diarreas y diversas enfermedades intestinales; E. coli producen toxinas que
tienen un efecto citopatico irreversible sobre las células pudiendo causar la muerte
(Moredo, 2019)

Las cepas verocitotoxigénicas de E. coli pertenecen a mas de 100 serotipos
diferentes, sin embargo, la cepa enterohemorragico (EHEC) es la de mayor
patogenicidad, debido a su capacidad para producir colitis hemorragica y el

sindrome de la uremia hemolitica en humanos, su habilidad para producir



verocitotoxinas, para unirse y producir lesiones de eliminacion de células epiteliales

y en que poseen un plasmido grande caracteristico (Moredo, 2019).
2.5.2. Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus, es una cepa bacteriana que se ha tornado resistente a
determinados antibidticos, de interés en la medicina veterinaria, debido a la
posibilidad de transmisidn entre animales y humanos (Stanchi, 2019). Las
infecciones SARM que por sus siglas en inglés significan Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina, han sido registradas en caballos, perros, gatos, cerdos,
ganado bovino, ganado ovino, conejo y pollos; la mayoria de los animales con
SARM no muestran signos de la enfermedad, también se pueden evidenciar casos
de neumonia o infeccion respiratoria, artritis o infecciones articulares, pero son

menos frecuentes (Stanchi, 2019).



CAPITULO Illl. DISENO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La presente investigacion, se llevo a cabo en los Laboratorios de Biologia Molecular
y Microbiologia de la Carrera de Medicina Veterinaria, Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez, ubicada en el sitio El Limén via al
morro, situado geograficamente entre las coordenadas 0°49'35" Latitud Sur,
80°11'11” Longitud Oeste y una altitud de 15 msnm.

3.2. DURACION

Las actividades de investigacion se desarrollaron en un lapso de 6 meses, iniciando
en el mes de julio de 2023 con los estudios preliminares y finalizando el 20 de
diciembre del mismo afio. Posteriormente, se inicio la tabulacién de datos, anélisis

y redaccion del informe final.

3.3. TIPO, ALCANCE Y ENFOQUE DE LA INVESTIGACION A
DESARROLLAR

El tipo de investigacion es aplicada tiene como objetivo resolver problemas
practicos o contribuir al desarrollo de soluciones concretas, por lo tanto, es de tipo
experimental. El alcance es temporal indica el tiempo a desarrollar la investigacion,

el enfoque es mixto incluye lo cualitativo y cuantitativo.

3.4. METODOS Y TECNICAS

3.4.1 METODOS

Se aplico el método experimental en la ejecucién de la investigacion, los métodos
cientificos validados y publicados especificos para la determinacion de las variables

de estudio.
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3.4.2 TECNICAS

Se aplicaron las técnicas especificas para la cuantificacion de polifenoles totales y
flavonoides con el apoyo institucional del Laboratorio de Investigacién en Productos
Naturales, Carrera Quimica, Facultad de Ciencias Quimica, Universidad Central del
Ecuador. Asi mismo, se aplicaron las técnicas descritas para validar la
susceptibilidad de bacterias patégenas a los extractos ultraconcentrados de
propéleo, en los laboratorios de Microbiologia y Biologia Molecular de la Carrera de

Medicina Veterinaria.

3.5 FACTOR DE ESTUDIO

Extractos de propoleo

3.5.1. NIVELES

Concentracion 1g/10 mL a diferentes cantidades (350 pL, 450 pL y 550 pL

3.6 UNIDAD EXPERIMENTAL

La Unidad experimental la constituyé 1 placa de petri, 12 para la siembra de
Escherichia coli y 12 para Staphylococcus aereus, para un total de 24 unidades

experimentales.

3.7. VARIABLES A MEDIR

3.7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Extractos de propéleo 350 pL, 450 pL y 550 pL

3.7.2. VARIABLES DEPENDIENTES

La susceptibilidad de las bacterias E. coli y S. aureus concentracion minima
inhibitoria (CMI).
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3.8. MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.8.1. RECOLECTA DEL PROPOLEO

El Propdleo se obtuvo de granjas apicolas localizadas en el Canton Chone,
Provincia de Manabi, y se procediéo enviar al Laboratorio de Investigacion en
Productos Naturales, Carrera Quimica, Facultad de Ciencias Quimica, Universidad

Central del Ecuador, para su procesamiento y caracterizacion quimica.
3.8.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS

El propodleo se trituré hasta obtener un polvo muy fino en una licuadora industrial
(Osterizer® MAX Reversible modelo Oster® BLST4655, motor de 1.500 W,
Ecuador) a 30.000 rpm/ 5 min, y se mezclaron 10 g de propdleo en 100 ml de etanol
al 70 % y se agitaron a 37 °C durante 24 h. Luego, se centrifugdé a 26.000 x ¢
durante 30 min y se filtr6 con papel Whatman No. 4. Se utiliz6 un evaporador
rotatorio a 50 °C con baja presion para evaporar el resto del etanol. La muestra se
mantuvo a 4 °C en recipientes ambar hasta su uso. Los sobrenadantes obtenidos
se usaron para la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales.

3.8.3. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Se aplicé el método de Singleton et al (1999), el cual se fundamenta en el método
colorimétrico con el reactivo Folin-Ciocalteu. Se mezclara 100 uL del extracto
etandlico de propdleo con 500 uL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EEUU) y 400 uL de carbonato de sodio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
7,5% (m/v). La absorbancia se midié a 765 nm, previa incubacion por 10 min en un
bafio a 37°C; Se realizé una curva de calibracion (0; 0,25; 0,05y 0,1 g-L-1) con
acido galico (Sigma, Steinheim, Germany) partiendo de una solucion madre de 0,1
g-L-1. Los resultados obtenidos se expresaron como mg de &cido gélico (mg AG

100 g-1 propdleo).
3.8.4. CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES

Se empled el método de Woisky y Salatino (1998). La concentracion de flavonoides
se determin¢ a través de una curva de calibracion (0; 0,25; 0,05; 0,1, 0,2; 0,3; 0,4,
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0,5; 0,7 y 0,8 g-L-1) con quercetina (Sigma, Germany). Los resultados se

expresaron como mg Q 100 g-1 de propdleo.
3.8.5. OBTENCION DE LAS BACTERIAS

Los cultivos puros certificados de Escerichia coli y Staphylococcus aureus,
fueron donados por el Laboratorio de Microbiologia de la Carrera de Medicina
Veterinaria, Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel
Félix Lopez-ESPAM-MFL.

3.8.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.
3.8.6.1. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Se empled la técnica de difusién de sustancias en agar, descrita por Laurencio-
Silva et al (2017), se usaron E. coli y S. aureus como cepas indicadoras las cuales
se inocularon en caldo nutriente (DIFCO™), y se incubaron en zaranda termostatica
durante 18 h a 37 °C, para su activacion. Posteriormente, se prepararon 24 tubos
de ensayos 20 mL con medio de cultivo el BBL-Muller Hinton Il agar los que fueron
vertidos en placas para su solidificacion.

3.8.6.2. TECNICA DE SIEMBRA Y DIFUSION

Se anadié 200 pL de caldo de cultivo que contenia las cepas de las bacterias objeto
de estudios activas en las placas solidificadas, procediéndose a la inoculacion
(siembra y difusion de E. coli y S. aureus), las placas se mantuvieron a 5 °C por 30
min h, para una mejor difusion de los microorganismos en el agar. Posteriormente,
se abrieron pocillos de 5 mm de diametro, y en ellos se depositaron 350 pL, 450 pL
y 550 L de los extractos de propéleo ultraconcentrados, Luego se incubaron a 35
°C, en condiciones de anaerobiosis entre 24 y 48 h, hasta detectar el crecimiento y

la aparicion de los halos de inhibicion.
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3.8.6.3. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A LOS EXTRACTOS
DE PROPOLEO ULTRACONCENTRADOS.

La determinacion de la susceptibilidad de las cepas estudiadas se realizé con una
regla de medicion de halo de inhibicion bacteriano; el valor resultante se expreso
en milimetros (mm) (Bauer et al., 1966). EI método describe la tabla de clasificacion
del grado de susceptibilidad del microrganismo segun las mediciones expresadas
en mm del halo. Estableciendo los siguientes rangos < 15 (resistente) 16-20

(intermedia) = 21 (susceptible).
3.9. DISENO EXPERIMENTAL

No se aplico un disefio experimental clasico por la naturaleza no paramétrica de los

resultados.

3.9.1. TRATAMIENTOS

Se evaluaron 6 tratamientos que consideraron la interaccion entre el tipo de bacteria
y el nivel de concentracion de propéleo (350 pL, 450 puL y 550 L), con 4
repeticiones por concentracion para un total de 12 unidades experimentales por

bacteria estudiada.

3.10. ANALISIS ESTADISTICOS

El contenido de fenoles las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados
obtenidos, aplicando el método especifico para determinar fltoquimicos, fueron
tabulados en hoja de célculo Excel y se aplicé estadistica descriptiva, los resultados
se expresaron como la media + la desviacion estandar. En cuanto a la actividad
antimicrobiana y prueba de sensibilidad de los extractos de propdleo, se aplicé un
analisis de la varianza no paramétrico (Kruskall-Wallis), mediante el programa
estadistico InfoStat, debido a que los resultados no cumplieron con los supuestos

de normalidad y homogeneidad.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES
TOTALES EN EL EXTRACTO DE PROPOLEO

Los resultados obtenidos del contenido de fitoquimicos (polifenoles totales,

flavonoides totales) en el extracto de propoleo, se presentan en la Tabla 2.

Tabla 4.1. Contenido de fitoquimicos extractos de propdleo

Fitoquimicos Contenido
Polifenoles totales, mg EAG.100 ¢! 398.79 + 8.91
282.20 +5.50

Flavonoides totales , mg EQ.100 g-

Nota: Los resultados se presentan como medias + desviacién estandar (n=3)

Los polifenoles totales obtenidos en el presente estudio (398.79 + 8.91 mg EAG.100
g* propdleo) se encuentra dentro del rango reportado para propéleos localizados
en diferentes regiones del mundo (68.8 a 500.9 mg EAG.100 g propéleo)
(Pobiegaet al., 2019; Hernandez-Zarate et al., 2017; Isidorov et al, 2014; Lagouri et
al., 2013).

Por otra parte, el contenido de flavonoides (282.20 + 5.50 mg EQ.100 g* propdleo),
es mayor a los reportados en diferentes localidades tales como: USA, Brasil,
Tailandia y Nueva Zelanda en promedio (200 mg EQ.100 g propéleo) (Laskar et
al., 2010), y a la variacion de 8.3 a 188.0 mg EQ.100 g* propdleo observadas en
diferentes areas de China, la India, Macedonia e Iran (Lagouri et al., 2013), pero
menor a los valores reportados por Hernandez-Zarate et al (2017) en Guanajuato,

México: 379.2 mg EQ por g propdleo.

La variacion del contenido de estos biocompuestos se atribuye al tipo de plantas
localizadas en la regién donde las abejas colectan las gomas y/o resinas, época del
afo y al método de extracciébn empleado (Pobiega et al., 2019; Belwal et al., 2018;

Hernandez-Zarate et al., 2017; Samara et al., 2011).

Los compuestos fendlicos, presentan actividad biolégica que potencian su poder
antioxidante, contribuyendo a disminuir los riesgos de padecimiento de

enfermedades degenerativas tales como: hipertension, cancer, diabetes,
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enfermedades cerebrovasculares y envejecimiento celular (McDougall, 2016; Chan
et al., 2016). Asi mismo, se les ha atribuido a estos metabolitos secundarios
actividad antimicrobiana (Rodriguez et al., 2020; Lujan et al., 2018; Vargas-
Sanchez et al., 2014a).

4.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
PROPOLEO SOBRE Escherichia coli

La Tabla 4.2, muestra la susceptibilidad de E. coli a diferentes concentraciones de
extractos de propdleo, lo cual se determiné aplicando el método de Bauer et al

(1966), cuyos resultados indican el diametro del halo formado expresados en mm.

Tabla 4.2. Actividad antimicrobiana de extractos de propdleos a diferentes concentraciones sobre E. coli.

Concentracion (1g/10 mL) (pL) *Halo Inhibicion (mm) *RIC
350 220 25
450 270 6,5
550 322 10,5

Nota: Mediana con letras distintas en la misma columna difieren estadisticamente (p< 0.05) *Halos de inhibicién Rangos
de susceptibilidad: < 15 (resistente) 16-20 (intermedia) = 21 (susceptible). **Rango intercuartilico (RIC) se obtiene de la

diferencia entre el Q3 y el Q1 de cada concentracién en esta variable.

Se evidencia que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre los tratamientos,
a medida que se incrementa la concentracion de los extractos el valor del halo de
inhibicién es mayor. Sin embargo, segun el rango establecido de susceptibilidad las
tres concentraciones evidenciaron que E. coli es susceptible a los extractos
ensayados. Se observa en la Figura 4.1, la formacion de halos de inhibicién del
crecimiento de E. coli. en la caja de Petri que contiene propéleo como

antimicrobiano.
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Figura 4.1. Formacién de halos de inhibicidn del crecimiento de E. coli.
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Nota: Se observa halos de inhibicién E. coli

Estos resultados son comparables con los publicados por Rodriguez et al., (2020);
Belwal et al., (2018); Hernandez et al., (2017); Vargas-Sanchez et al., (2014a),
quienes demostraron que los extractos de propdleo presentan excelente actividad
antimicrobiana para un grupo amplio de bacterias gram positivo Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis y Listeria
monocytogenes; y gram negativo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii. Sin
embargo, Pobiega et al., (2019); Vargas-Sanchez et al (2014b) informan que la
efectividad de los extractos de prop6leo como antimicrobiano esta vinculada a la

composicién quimica y el método de extraccion aplicado.

Los mecanismos antimicrobianos que han sido propuestos son inhibicion de la
sintesis de &cidos nucleicos de las funciones de la membrana citoplasmética, del
metabolismo energético, y atenuacion de la patogenicidad (Akca et al., 2016; Xie et
al., 2015), los cuales estan intimamente vinculado con el contenido de polifenoles,
especificamente los flavonoides (Rodriguez et al., 2020; Lujan et al., 2018). Por otra
parte, se ha demostrado que compuestos fendlicos obtenidos de los extractos de
propéleo, han inhibido eficientemente el crecimiento de hongos patogénicos en el
campo agropecuario tales como Candida spp, Aspergillus spp, Colletotrichum

gloeosporioides, Microsporum canis entre otros (Pobiega et al., 2019).



18

4.3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
PROPOLEO SOBRE Staphylococcus aureus

La Tabla 4.3, muestra la susceptibilidad de S. aureus a diferentes concentraciones
de extractos de propdleo, lo cual se determiné aplicando el método de Bauer et al

(1966), cuyos resultados indican el diametro del halo formado expresado (mm).

Tabla 4.3. Actividad antimicrobiana de extractos de propdleos a diferentes concentraciones sobre S. aureus.

Concentracion (1g/10mL) (uL) *Halo Inhibicién (mm) RANGO
350 420 25
450 502 6,5
550** - -

Nota: La mediana con letras distintas en la misma columna difieren estadisticamente (p< 0.05) *Halos de inhibicion
Rangos de susceptibilidad: < 15 (resistente) 16-20 (intermedia) = 21 (susceptible). **Rango intercuartilico (RIC) se obtiene
de la diferencia entre el Q3 y el Q1 de cada concentracidn en esta variable. **No se evidencio crecimiento de la bacteria

investigada a la concentracion ensayada.

Se evidencia que existe diferencias estadisticas (p< 0.05) entre los tratamientos, el
valor del halo de inhibicion 42 mm a 350 pL, es menor al exhibido a 450 pL, 50 mm.
Aplicando la metodologia especificada la bacteria S. aureus presenta
susceptibilidad al rango de concentraciones ensayadas de extractos de propdleo.
Se destaca, que no se observa crecimiento bacteriano a la mayor concentracion

ensayada 550 pL al compararla con el control, Figura 4.2.

Figura 4.2. Inhibicion del crecimiento de S. aureus a 550 L en comparacion con el tratamiento sin aplicacién de
propoleo.
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Asi mismo, se observa la formacion de halos de inhibicion del crecimiento de la

bacteria S. aureus propdleo a concentraciones menores, Figura, 4.3

Figura 4.3.Formacion de halos de inhibicién del crecimiento de S. aureus
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Nota: Halos de inhibicién S. aureus

La alta efectividad bactericida para la inhibicion de S. aureus de los extractos de
propéleos obtenidos en el presente estudio, sugieren, que los flavonoides presentes
son: pinocembrina, acacetina, éster fenetilico del acido cafeico, quercetina
kaempferol, pinobanskina, los cuales se han descrito como los principios activos
para el control in vitro de esta bacteria (Rodriguez et al., 2020; Vargas-Sanchez et
al., 2014a; Velazquez et. al, 2007)

Se ha demostrado que el mecanismo de accién del propbéleo como agente
antibacteriano es realizado por los compuestos fendlicos, los cuales actian como
alteradores del potencial de membrana citoplasmatica, por lo tanto, la bacteria
pierde la capacidad de sintetizar ATP, inhibiendo su motilidad e impidiendo el
desarrollo de la infeccion y la patogénesis, esta actividad antimicrobiana se le
atribuye principalmente a los compuestos tales como: pinocembrina, quercetina
naringenina, acacetina, apigenina, crisina, galangina, kaempferol, pinobanskina y a
los compuestos cinamicos (Rodriguez et al., 2020; Pobiega et al., 2019; Vargas-
Sanchez et al.,2014b).
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Los resultados del presente trabajo confirman la alta sensibilidad de los extractos
de propdleo sobre las bacterias investigadas, sin embargo, la efectividad en
términos cuantitativos, se observa una mayor actividad antimicrobiana en el control
del S. aureus (gram positiva (GP)) en comparacion con E. coli (gram negativa (GN)),
lo cual, probablemente, es debido a que las bacterias GN presenta una membrana
externa compleja con dos bicapas lipidicas que actian como barreras fisicas entre
los microorganismos y el medio que los rodea, lo que evita las interacciones de la
célula bacteriana con sustancias dafiinas, mientras que las bacterias GP presentan
sélo una membrana relativamente permeable, lo que las hace mas susceptibles a
las interacciones con el medio y a la exposicion de antimicrobianos (Rodriguez-
Pérez et al., 2020; Probst et al., 2011).

4.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
PROPOLEO SOBRE Escerichia coli y Staphylococcus aureus, A
DIFERENTES HORAS 24, 48 Y 72 HORAS

El analisis estadistico reveld que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
las diferentes concentraciones ensayadas (350 pL,450 pL y 550 pL) al evaluar los
halos de inhibicion a las 24 y 48 horas. Sin embargo, tomando en consideracion la
curva de crecimiento de las bacterias investigadas cuyo pico maximo exponencial
de crecimiento se encuentra en un rango de 18 a 22 horas y en consideracién al
método descrito por Bauer et al., (1966) aplicado en el presente estudio, que indica,
si el valor del halo de inhibicion a las 24 h es mayor o igual a 21 mm, se considera
que las bacterias son susceptibles, por lo tanto, no es necesario evaluar posterior

a las 24 horas después de la siembra.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La composicion quimica (fitoquimicos) del extracto del propdleo present6 excelente
contenido de compuestos polifenolicos y flavonoides totales, a los cuales se le ha

descrito propiedades antimicrobianas y antioxidantes, respectivamente.

Se evidencio la excelente actividad antimicrobiana de los extractos de propdleos a
las diferentes concentraciones ensayadas, en el control del desarrollo de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, bacterias patogénicas de gran

importancia en la salud animal.

La respuesta antimicrobiana del propdéleo fue mayor en S. aureus en comparacion

con la exhibida para E. coli.

La presente investigacion constituye un aporte a la actual solicitud de la
Organizacion Mundial de la Salud en la busqueda de compuestos noveles de origen
natural (fitofarmacos), que contribuyan a contrarrestar la resistencia de
microorganismos patégenos. Adicionalmente, el propoleo presenta alta actividad
bioldgica, por lo tanto, este producto presenta propiedades nutracéuticas y
antimicrobiana, surgiendo como alternativa terapéutica en la medicina veterinaria,

fortaleciendo la salud publica.

5.1. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de propoleos en otras bacterias y

hongos patdgenos de interés en la medicina veterinaria.

Caracterizar los compuestos bioactivos presentes en los extractos de propoleo para

identificar cuales presentan actividad antimicrobiana y/o antioxidante.

Evaluar las propiedades antimicrobianas de extractos provenientes de especies
arbéreas ampliamente diseminadas en la provincia de Manabi, previa

caracterizacion quimica.
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ANEXOS



ANEXO 1. PROCESAMIENTO DEL PROPOLEO

ANEXO 2. MEDIOS DE CULTIVOS
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ANEXO 3. PREPRACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS
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ANEXO 5. SIEMBRA DE BACTERIAS Y APLICACION DEL PROPOLEO

ANEXO 6. INCUBACION DE LAS BACTERIAS A 35°C POR 24 HORAS.




ANEXO 7. REGLA MILIMITRADA PARA LA MEDICION DE LOS HALOS DE
INHIBICION
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ANEXO 8. Actividad antimicrobiana de extractos de propdleo a diferentes

concentraciones sobre E. coli a las 24 horas posterior a la inoculacion

VARIABLE CONC MEDIAS DE MEDIANA H P-VALOR
HALO (24 H) 350 22 0 22 10 0,0002
HALO (24 H) 450 27 1,15 27
HALO (24 H) 550 32,5 1 32

ANEXO 9. Actividad antimicrobiana de extractos de propdleo a diferentes

concentraciones sobre S. aureus a las 24 horas posterior a la inoculacién

VARIABLE | CONC MEDIAS DE MEDIANA P-VALOR
HALO (24H) | 350 41 2 42 0,0286
HALO (24H) | 450 49,5 1 50
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